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Summary

The preparation of tritium-labeled NA-benzylpenicilloylalanine
and its use as a monovalent hapten in binding studies is des-
cribed. The binding of 1078M hapten to antisera of various
species is readily performed but insufficient test sensitivity ham-
pers some potential applications. N-Benzylpenicilloyl-tyramine-
J125 is another BPO-hapten of ready availability. Its binding
capacity could however not be established thus far.

Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber die Mani-
pulation der Immunantwort mit hapten-spezifischen
Tolerogenen bendtigen wir einfache Methoden zur Er-
fassung benzylpenicilloyl-spezifischer Antikorper® un-
abhingig von der Immunglobulinklasse. Eine besonders

-

Benzylpenicilloyl-(BPO-) wird zur Kennzeichnung von Deri-
vaten der a-isomeren Benzylpenicilloinsdure mit umgewandel-
ter a-Carboxylfunktion verwendet.

* Fingegangen am 8.Januar 1976
** Dje experimentellen Daten sind im wesentlichen der laufen-
den Dissertation von U.Otz entnommen.
*#* Dr, C. H.Schneider, Institut fiir klinische Immunologie, In-
selspital, CH-3010 Bern

iibersichtliche Messung wird durch Bindung markier-
ten, monovalenten Haptens an Immunseren ermoglicht.
Verwendet man grosse Uberschiisse an Hapten hoher
spezifischer Radioaktivitit, so kénnen nach Protein-
fallung des Serums Nanogrammaquantitdten spezifischer
Immunglobuline im Prizipitat gemessen werden. Aller-
dings sind die technischen Probleme, wie Osler [1] gezeigt
hat, nicht gering, und unspezifische Adsorptionseffekte
wirken so stérend, dass der Wert der Methode beein-
trachtigt scheint. Verwendet man dagegen kleine Hap-
tenkonzentrationen zwischen etwa 106 und 10-9 M und
misst nach der Proteinfillung das ungebundene, nicht
prazipitierte Hapten im Uberstand, so fallen technische
Schwierigkeiten weniger ins Gewicht, doch ist die
Messempfindlichkeit kleiner. Beide Varianten sind mit
Dinitrophenylhaptenen bereits verschiedentlich benutzt
worden [1,2].

Penicilloylhaptene miissen durch Penicilloylierung ge-
eignet zu markierender Triagermolekeln dargestellt
werden, da markiertes Penicillin hinreichender Radio-
aktivitit nicht ohne weiteres erhéltlich ist. Wir haben
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Tabelle 1: Bindung von NP-BPO-Alanin-H?®an Seren von Penicillin-
allergikern

Bindung von 108 M

Patientenserum  Charakterisierung
Hapten
E. Sch BPO-RASTa; +++ unverdiinnt  26%
BPO-Phagent: 1/1800 1:3 7%
1:9 0%
K. Sch BPO-RAST®: unverdiinnt 34 %
BPO-Phagenb: 1/1000 1:3 3%
1:9 0%
M. F. BPO-RASTa: ** unverdiinnt 6%
BPO-PhagenP: 0 3] 8&) 6%
1:9 0%

a BPO-spezifischer Radioallergosorbenttest, vgl. [4].
b BPO-spezifischer Bakteriophagentest, vgl. [5]. Angegeben ist
die grosste Serumverdiinnung mit deutlicher Wirkung.

Experimenteller Teil

Bindung von NB-BPO-Alanin-H® an Antiserum: Das Antiserum
kann mit Normalserum oder besser mit Caseinlésung (10 mg
Casein nach Hammarsten/ml 0,01 M Phosphatpuffer pH 7,4 -
0,9 % NaCl) reihenmassig verdiinnt werden. Portionen von 0,1 ml
Antiserumverdiinnung werden mit je 0,1 ml 2 x 10-8 M NA-BPO-
Ala-H?® 1 Std. bei 4°C inkubiert, worauf Proteinfallung durch
Zusatz von 0,4 ml Ammoniumsulfatldsung erfolgt. Nachdem die
Proben geschiittelt und noch 30 min bei 4°C belassen worden
sind, werden die Niederschlige abzentrifugiert und 0,3-ml-Ali-
quote der Uberstinde im Fliissigszintillationszihler gezihlt.
Unspezifische Bindung wird durch Mitnahme von Ansitzen mit
Normalserum bzw. Caseinverdiinnungen von Normalserum er-
mittelt; sie betrdgt um 30% bei Kaninchennormalserum und
meist << 5% bei Caseinverdiinnungen.

Darstellung von N8-BPO-Ala-H®: Eine Lésung von 9 Nanomol
B-Ala-H? in 300 u1 0,01 N HCI der spezifischen Aktivitat 37,5 Ci/
mMol (New England Nuclear Corp., Boston) wurde mit N, zur
Entfernung der HCI iiberblasen. Nacheinander wurden 300 ul
H.,0, 400 z¢1 0,05M Na-carbonat pH 10,5 und schliesslich 36 nMol
B-Alanin in 10 ul H,O zur Senkung der spezifischen Aktivitat auf
7,5 Ci/mMol zugegeben, wobei nach jedem Zusatz mit N, bis
zur vélligen Trockne iiberblasen wurde. Zur Reaktion wurde
Benzylpenicillin-Kaliumsalz (10 mg, 27 uMol in 10 ul 0,05M
Na-carbonat pH 10,5) zugesetzt, und die Losung bei Raum-
temperatur 26 Std. belassen. Sie wurde mit 40 ul H,O verdiinnt
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und in zwei gleichen Portionen auf mit 0,1 M Phosphatpuffer
pH 7,4 gepuffertes Filterpapier (Schleicher & Schuell Nr. 2043 B
mgl) aufgetragen und mit n-Butanol-H,O (1:1) chromatogra-
phiert. Nach 12 Std. Laufzeit wurde die Startzone, welche das
gewiinschte Produkt neben f-Ala-H?® enthilt, mit 10 ml 0,01 M
Phosphatpuffer pH 7,4 - 0,9% NaCl eluiert.

BPO-Derivate von f3-Alanin, ¢-Aminocapronsiure und Tyramin:
Sie wurden durch alkalische Penicilloylierung der Aminoverbin-
dungen nach publizierten Verfahren dargestellt und als Benzyl-
ammoniumsalze kristallisiert [6]. Zur weitern Verwendung wur-
den die Benzylammonium- gegen Na-Jonen ausgetauscht. Die
Jodierung von N-BPO-tyramin mit nichtaktivem Jod und mit
J12s geschah nach McFarlane [7], weil die konventionelle Chlor-
amin-T-Methode [8] die BPO-Struktur zerstort.

Antiserum CT-4: Immunisierung von Kaninchen geschah mit
alkalisch penicilloyliertem bovinem Gammaglobulin (29 BPO-/
Proteinmolekel). Die Tiere erhielten je 10 mg Immunogen in
0,8 ml 0,01 M Phosphatpuffer pH 7,4 - 0,9 % NaCl emulgiert mit
dem gleichen Volumen kompletten Freundschen Adjuvans in die
Pfoten injiziert. Nach 2, 3 und 6 Wochen wurden 0,25 mg Im-
munogen in 0,5 ml gepufferter Kochsalzlésung intravends ver-
abreicht. Das Antiserum wurde nach 7 Wochen entnommen und
enthielt 5,5 mg Antikorperprotein/ml gemdss Prizipitations-
analyse mit BPO-poly-L-lysin.

Diese Arbeit erhielt teilweise Unterstiitzung des Schweizerischen
Nationalfonds. U.Otrz dankt dem Stipendienfonds der Basler
Chemischen Industrie fiir ein Stipendium.
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